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基础 研究 


雷公 藤 多 苷 对 糖尿 病 大 电 肾 组 织 缺 氧 诱导 因子 -1a 及 内 皮 素 -1 表 
达 的 影响 


陈卫东 !', 常 保 超 !', 张 燕 !, 杨 萍 ?, 刘 磊 : 
蚌埠 医学 院 第 一 附属 医院 ! 肾 病 科 “检验 科 , 安徽 蚌埠 233000 


摘要 :目的 研究 雷公 茧 多 苷 对 糖尿 病 大 鼠 肾 组 织 缺 氧 诱导 因子 -lo(HIF-1o) 及 内 皮 素 -1(ET1) 表 达 的 影响 ,探讨 雷公 茧 多 苷 对 
糖尿 病 大 鼠 肾 脏 损伤 的 保护 作用 及 可 能 机 制 。 方 法 采用 链 脲 佐 菌 素 (55 mg/kg 体 质量 ) 诱 导致 糖尿 病 大 鼠 , 动 物 分 为 正常 对 照 
组 ,糖尿 病 对 照 组 ,雷公 了 茧 多 背 低 .高 剂量 治疗 组 (8 16 mg/kg) 及 阳性 对 照 组 ( 厄 贝 沙 坦 50 mg/kg) , 灌 胃 给 药 , 每 日 1 次 ,8 周末 
检测 大 鼠 空腹 血糖 (BG) , 血 肌 丁 (Scr) ,尿素 氮 (BUN),24h 尿 和 蛋白 (24 h Upro);HE 染 色光 镜 观 察 肾 组 织 形 态 学 的 改变 ;病理 医 
像 分 析 系 统 分 析 平 均 肾 小 球面 积 (MGA) 及 平均 肾 小 球体 积 (MGV); 人 免疫 组 织 化 学 及 Western blot 检 测 肾 组 织 HIF-1u 及 ET1 和 蛋 
白 表 达 ; 实 时 荧光 定量 PCR 检 测 肾 组 织 HIF-1a 及 ET-1mRNA 表达。 结果 糖尿 病 大 鼠 肾 组 织 HIF-1a 及 ET-1 表达 增高 。 与 糖尿 
病 对 照 组 比较 ,各 治疗 组 大 鼠 Scr.BUN .24 h Upro、 肾 重 指 数 (KW/BW) MGA .MGV 显著 降低 , 肾 组 织 病理 形态 学 明显 改善 ; 
HIF-1a、ET-1mRNA 及 和 蛋白 表达 显著 减少 ;雷公 膝 多 芽 高 剂量 组 各 指标 改善 较 显 车。 相关 性 分 析 显 示 ET-1 表达 与 HIF-10 表 达 
星 正 显著 相关 ,HIF-1q 及 ET-1mRNA 及 和 蛋白 表达 与 绷 重 指数 (KW/BW) 、24 h Upro MGA .MGV 呈 显著 正 相 关 。 结 论 糖尿 病 
大 鼠 肾 组 织 HIF-1lo 及 ET1 表 达 增 加 ,雷公 茧 多 苷 可 通过 抑制 HIF-lo 及 ET-1 的 表达 ,改善 糖尿 病 大 鼠 肾 脏 损 害 , 延 绥 糖 尿 病 肾 
病 的 发 生发 展 。 

关键 词 :糖尿 病 红 病 ; 雷公 蕨 多 苷 ; 缺 氧 诱导 因子 -1u; 内皮 素 -1 


Effect of Tripterygium glycosides on expression of hypoxia inducible factor-la and 


endothelin-1 in kidney of diabetic rats 


CHEN Weidong', CHANG Baochao', ZHANG Yan', YANG Ping’, LIU Lei 
‘Department of Nephrology, ‘Department of Laboratory, First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College, Bengbu 233000, China 


Abstract: Objective To observe the effect of Tripterygium glycosides (TG) on the expression of hypoxia-inducible factor-1a 
and endothelin-l in the kidney of diabetic rats and explore the possible mechanism underlying the protective effect of TG 
against diabetic nephropathy. Method Sixty 8-week-old male SD rats were randomly divided into normal control group (n=10) 
and streptozotocin-induced diabetes mellitus (DM) model group (n=50). The diabetic model rats were then randomly divided 
into DM group, low-dose (8 mg/kg) and high-dose (16 mg/kg) TG treatment groups, and Irbesartan (50 mg/kg) treatment 
group. After 8 weeks, the levels of blood glucose (BG), 24-h urine protein (24 h Upro), serum creatinine (Scr) and blood urea 
nitrogen (BUN) were measured. The pathological changes in the renal tissues were examined by optical microscopy, and the 
mean glomerular area (MGA) and mean glomerular volume (MGV) were measured with pathological image analysis. 
Immunohistochemical and Western blotting were used to detect the expression of HIF-1a and ET-1 protein in the renal tissue, 
and their mRNA expressions were detected using real-time fluorescence quantitative PCR. Results HIF-la and ET-1 
expression increased in the kidney of diabetic rats. Compared with the diabetic model rats, the rats receiving TG and 
Irbesartan treatment showed decreased levels of Scr, BUN, 24h Upro, MGA and MGYV, improved renal histopathology and 
reduced expression of HIF-1a and ET-1 mRNA and protein in the renal tissue. These changes were more obvious in high-dose 
TG treatment group. Correlation analysis showed that the expression of HIF-la was positively correlated with that of ET-1, 
and they were both positively correlated with kidney weight index (KW/BW), 24 h Upro, MGA, and MGV. Conclusion HIF-1a 
and ET-1 are overexpressed in the kidney of diabetic rats. TG can improve kidney damage in diabetic rats and delay the 
development of diabetic nephropathy by inhibiting the HIF-1a and ET-1 expression. 

Key words: diabetic nephropathy; Tripterygium glycosides; hypoxia-inducible factor-1a; endothelin-1 


慢性 肾脏 疾病 和 糖尿 病 已 经 成 为 全 球 的 公共 卫生 
2 Cn 学 校 省 级 自然 科学 研究 重点 项 目 (KJ2013A191); 安 ea ddl Dn 
艇 从 卫生 厅 医 学 和 帮助 顺 目 (09C169) ”是 仇 性 崩 脏 疾病 首要 病因 ,糖尿 病 患 者 中 糖尿 病 肾病 
作者 简介 :陈卫东 ,主任 医师 ,副教授 ,硕士 生 导 师 ,E-mail: ewd2012@163， diabetic nephropathy, DN) 发 病 率 约 为 20%~40% ,是 
com 糖尿 病 的 常见 并 发 症 和 死亡 原因 。DN 的 发 病 机 制 复 
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林 , 其 确切 机 制 尚 未 明确 ,目前 的 研究 结果 提示 代谢 亲 
乱 、 血 流动 力学 改变 . 炎 性 反应 机 制 .细胞 因子 .氧化 应 
激 .遗传 因素 等 多 种 因素 参与 了 DN 的 发 病 ”。 近 年 来 
研究 提示 缺 氧 在 糖尿 病 肾病 发 病 中 占有 重要 作用 ,糖尿 
病 大 鼠 肾 组 织 缺 氧 诱导 因子 -la (hypoxia inducible 
factor-10, HIF-1o) 表 达 增 加 ,可 通过 调控 如 内 皮 素 -1 
(endothelin-1, ET-1) 、 血 管内 皮 生 长 因子 (vascular 
endothelial growth factor YEGF) 等 多 种 靶 基 因 的 转录 ”， 
从 而 参与 糖尿 病 肾病 发 生发 展 。 雷 公有 芯 是 我 国 的 一 种 
传统 中 药 , 目前 雷公 了 蔷 的 有 效 成 分 雷公 藤 多 董 具有 很 好 
的 控制 蛋白 尿 的 作用 ,作为 免疫 抑制 剂 已 用 于 治疗 多 种 
原 发 性 及 继 发 性 骨 小 球 疾病 ,雷公 了 茧 多 昔 降 低 蛋 白 尿 是 
通过 抑制 免疫 抗 炎 症 反 应 .诱导 系 膜 细胞 凋 亡 ,保护 足 
细胞 等 “, 已 有 研究 将 其 用 于 糖尿 病 肾病 的 临床 治疗 ,证 
实 其 免疫 抑制 及 抗 炎 作 用 有 助 持 抗 炎症 反应 在 糖尿 病 
肾病 发 生 过 程 中 的 不 良 作用 ”。 经 文献 检索 ,雷公 腺 多 
霸 对 糖尿 病 大 鼠 肾 组 织 HIF-1a 及 其 下 游 因子 ET1 表 达 
的 影响 研究 报道 较 少 。 本 研究 通过 链 月 佐 苗 素 (STZ) 
诱导 建立 糖尿 病 大 鼠 模 型 ,观察 糖尿 病 大 鼠 肾 脏 组 织 
HIF-la 及 ET-1 的 表达 情况 及 雷公 蔷 多 苷 干预 后 的 影响 ， 
为 雷公 蔷 多 苷 临床 治疗 糖尿 病 骨 病 提 供 理 论 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 

雄性 SD 大 鼠 60 只 ,8 周 龄 ,体质 量 180~220 g, 由 是 
塌 医 学 院 实验 动物 中 心 提供 (许可 证 号 :SYXK( 皖 
2012-002) ,在 昨 井 医学 院 实验 动物 中 心 屏障 设施 内 饲养 。 
1.2 主要 仪器 

多 功能 暗箱 式 紫 外 透射 仪 :ZF-90 型 ,上 海 顾 村 电 
光 仪 器 厂 ; 奕 光 定量 PCR 仪 :Applied Biosystems 
StepOne ;GIS 凝 胶 成 像 分 析 系 统 :Tanon GIS-3500; 冷 
冻 高 速 离心 机 :Eppendorf-5810R ,德国 ;全 自动 生化 分 
析 仪 :日 本 OLYMPUS 5800 型 ;光学 显微镜 : 
OLYMPUS 显微镜 (BX40)。 
1.3 主要 试剂 及 药物 
雷公 藤 多 苷 购 目 上 海 复旦 复 华 有 限 公 司 (国药 准 
字 :Z31020415) , 龙 贝 沙 坦 购 自 赛 诺 菲 (杭州 ) 制 药 有 限 
公司 (国药 准 字 :J20080061) ,用 前 以 生理 盐水 配制 混 悬 
液 ;小 鼠 抗 大 鼠 HIF-lo 多 克隆 抗体 购 自 美国 Santa Cruz 
Biotechnology, 免 抗 大 鼠 ET1 多 克隆 抗体 购 自 北 京 博 
奥 森 生物 技术 有 限 公司 ;STZ: 美 国 Sigma 人 公司; 免疫 组 
化 试剂 盒 购 自 福 州 迈 新 生物 技术 开发 有 限 公 司 ; 
Western blot 相 关 试 剂 和 RIPA 裂 解 液 及 BCA 和 蛋白 浓度 
测定 试剂 盒 :江苏 旬 云 天 生物 研究 所 公司 ;引物 合成 :上 
海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 。 逆 转录 及 实时 荧光 定量 试 
剂 盒 (SYBRQ Premix Ex Taq™) :宝生 物 工程 (大 连 ) 有 


限 公司 。 
1.4 糖尿 病 模 型 建立 

实验 动物 适应 性 喂养 1 周 , 随 机 分 为 2 组 ,其 中 对 照 
组 10 只 ,糖尿 病 模型 组 50 只 。 动 物 模型 的 建立 :糖尿 病 
模型 组 大 鼠 给 予 腹 腔 注 射 单 剂量 链 脲 体 菌 素 55 mg/kg 
体质 量 , 临 用 前 溶 于 0.1 molyL 低温 柠檬 酸 缓冲 液 中 
(pH 4.5); 对 照 组 给 予 腹腔 注射 同等 体积 的 柠檬 酸 缓冲 
液 ,72h 后 取 尼 静脉 取 血 测定 血糖 ,血糖 =16.7 mmol/L 
确定 为 糖尿 病 大 鼠 模 型 成 功 。50 只 大 鼠 中 共有 48 只 造 
模 成 功 。 随 机 将 这 48 只 大 鼠 分 为 糖尿 病 组 .雷公 茧 多 苷 
低 剂量 组 8 mg/kg/d 雷公 蔷 多 背 高 剂量 组 16 mg/kg/d、 
厄 贝 沙 坦 组 50 mg/kg/d 各 12 只 。 实 验 观察 过 程 中 , 动 
物 自由 饮水 .进食 ,禁用 胰岛 素 及 其 他 降 糖 药物 。 
1.5 标本 采集 及 生化 指标 检测 

造 模 前 后 及 实验 期 间 采 用 尾 静 脉 采血 测量 大 鼠 血 
糖 ,雷公 有 隘 多 芽 及 厄 贝 沙 坦 干预 8 周 后 处 死 大 鼠 。 处 死 
前 收集 24 h 尿 , 测 24 h 尿 蛋白 ,全 自动 生化 分 析 仪 测 血 
糖 (BG)、 血 肌 醋 (Scr) 、 血 尿素 所 (BUN)。 取 左 侧 肾 脏 ， 
尔 量 肾脏 重量 ,计算 肾 重 / 体 重 , 右 侧 肾 组 织 部 分 -70 C 
冻 存 以 备 实时 荧光 定量 PCR 及 Western-blot 检 测 ; 部 分 
甲醛 固定 并 石蜡 包 埋 切片 ,以 备 HE 染 色 病 理 组 织 学 检 
查 及 免疫 组 织 化 学 染色 检查 。 
1.6 病理 组 织 学 观察 

右 侧 肾脏 组 织 行 HE 染 色 ,HE 染 色 切 片 高 倍 镜 (x 
400) 每 个 标本 随机 选择 6 个 肾 小 球 , 显 微 摄影 系统 摄取 
图 像 ,采用 Image J 图像 分 析 软 件 测量 崩 小 球面 积 ,6 个 
肾 小 球面 积 平均 值 为 此 标本 平均 肾 小 球面 积 (mean 
glomerular area, MGA), 并 根据 公式 :平均 肾 小 球体 积 
(mean glomerular volume, MGV)=1.25. [MGAJ”, 计 
算 平均 肾 小 球体 积 。 免 疫 组 织 化 学 步骤 按照 SP 法 试剂 
盒 说 明 书 操作 。 每 个 标本 随机 取 6 个 凤 小 球 视野 ,光学 
显微镜 下 观察 骨 组 织 结构 形态 改变 及 免疫 组 化 染色 结 
果 , 采 取 病 理 图 像 分 析 系 统 随 机 测定 每 样本 6 个 视野 (x 
400) 的 灰 度 值 , 取 其 均值 , 灰 度 值 与 HIF 1a 及 ET-1 的 和 蛋 
白 表 达成 反比 。 
1.7 实时 荧光 定量 PCR 检测 肾 组 织 HIF-l1a 及 ET-1 
mRNA 表达 

采用 Trizol 一 步 法 提取 肾 组 织 总 RNA, 分 光 光 度 
计 检 测 总 RNA 浓度 ,然后 按 反 转录 试剂 盒 操 作 要 求 将 
逆转 录 成 cDNA。 引 物 设计 依据 Genebank 采 用 Primer 
5.0 软 件 ,以 B-actin 基因 序 列 为 内 参照 物 ,由 上 海 生 工 生 
物 工程 有 限 公 司 合成 。HIF-la 引物 上 游 : 
5-AAGTCTAGGGATGCAGCACG -3', 引物 下 游 : 
5-AGATGGGAGCTCACGTTGTG-3', 扩 增产 物 长 度 
101 bp;ET-13 引 | 物 上 游 :5-AGTACCATGCAGAAAGG 
CGT-3'; 引物 下 游 :5-CTGATGGCCTCCAACCTTC 
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T3', 扩 增产 物 长 度 122 bp。 内 参 B-actin 引物 上 游 : 
5-CACCCGCGAGTACAACCTTC-3 ,下 游 :5-CCCA 
TACCCACCATCACACC-3', 扩 增产 物 长 度 207 bp。 
PCR 扩 增 采用 20 pl 反应 体系 ,反应 条 件 采用 两 步 法 :第 
一 阶段 ( 预 变性 ):95 % 30 s,1 个 循环 ;第 2 阶段 (PCR 反 
应 ):95 C5 s,60 %C 30 s, 40 个 循环 ,每 次 循环 后 收集 菊 


1.9 统计 学 处 理 

应 用 SPSS 17.0 统 计 软 件 对 实验 数据 进行 分 析 , 数 
据 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 多 组 间 比 较 采 用 One-way 
ANOVA 分 析 , 两 两 比较 采用 :检验 。 双 变量 相关 性 分 
析 采 用 Pearson 检 验 。 


光 信 号 生成 扩 增 曲线 ,反应 结束 后 生成 溶解 曲线 。 采 用 ”2 结果 
2 人 “5 法 对 数据 进行 相对 定量 分 析 。 2.1 各 组 大 鼠 一 般 情 况 及 生化 指标 的 比较 
1.8 肾 组 织 HIF-1o 及 ET1 的 Western blot 分 析 实验 结束 时 糖尿 病 对 照 组 .雷公 了 蔷 多 苷 低 剂 量 组 、 


取 100 mg 右 肾 皮质 ,用 RIPA 组 织 裂 解 液 按 试剂 盒 
说 明 提 取 总 蛋白 ,用 BCA 法 进行 蛋白 定量 并 标 化 ,每 孔 
蛋白 上 样 量 为 100 hg,B-actin 作为 内 参照 重 白 。 样 品 加 
变性 缓冲 液 者 沸 10 min。SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 , 然 后 转 
至 PVDF 膜 。5% 脱 脂 奶 粉 室温 封闭 2 了 ,分别 加 入 一 抗 
HIF-1a\ET-1\B-actin,4 过夜 用 育 ,TBST 漂 洗 10 minx 
3 次 ,加 入 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 标 记 的 二 抗 ,37 % 孵 
育 2 h,TBST 漂 洗 10 minx3 次 ,ECL 光化学 法 进行 显 
色 。 采 用 凝 胶 成 像 系统 分 析 蛋 白条 带 ,和 蛋白 的 相对 含量 
以 目的 蛋白 吸光 度 与 B-actin 条 带 吸光 度 的 比值 表示 。 


表 1 各 组 大 鼠 生 化 指标 比较 


厄 贝 沙 坦 组 各 死亡 2 只 大 鼠 ,雷公 茧 多 苷 高 剂量 组 死亡 
1 只 ,实验 过 程 中 死亡 动物 不 纳入 结果 统计 。 造 模 后 大 
鼠 出 现 明显 多 饮 ,多 食 及 多 尿 症 状 , 模 型 组 血糖 高 于 正 
常 对 照 组 (P<0.01) ,糖尿 病 组 及 各 治疗 组 之 间 血 糖 无 统 
计 学 差异 ; 造 模 8 周 后 各 组 24 h 尿 和 蛋白 定 量 . 血 肌 酥 . 尿 
素 毛 均 高 于 对 照 组 (P<0.05 或 P<0.01) ,药物 干预 8 周 
后 ,各 治疗 组 24 h 尿 蛋 白 定量 、 血 肌 醋 .尿素 氨 明 显 低 于 
糖尿 病 组 (P<0.01) ,雷公 了 蔷 多 苷 高 剂量 组 效果 较 显 著 。 
大 鼠 各 项 生化 指标 的 比较 见 表 1。 


Tab.1 Comparison of the biochemical parameters in each group (Mean+SD) 


Group Dose(mg/kg) n BG (mmol/L) Scr (umol/L) BUN (mmol/L) 24 h Upro (mg/24 h) 
Control - 10 5.23+0.45 54.62+9.23 5.98+0.82 9.37+1.66 
DM - 10 27.40+3.37" 99.46+7.67" 12.62+2.83™ 76.73+10.27™ 
TW 8 10 26.31+3.12° 72.39+7.52™” 8.48+1.27™ 42.55+4.86” 

16 11 26.01+3.15° 66.26+7.46” 7.87+1.06™ 36.13+6.07™ 
Irbesartan 50 10 27.42+3.07" 74.81+7.23” 9.10+1.91™ 43.41+6.35™ 


*P<0.05, "P<0.01 vs Control group; "P<0.01 vs DM group. 


2.2 肾 组 织 病理 形态 学 变化 

成 模 8 周 糖尿 病 组 凤 重 /体质 量 明显 高 于 正常 对 照 
组 ( 均 P<0.01), 而 各 干预 组 肾 重 / 体 质量 低 于 糖尿 病 组 
但 仍 高 于 正常 对 照 组 (P<0.05 或 P<0.01)。 肾 组 织 HE 
染色 光 镜 观察 及 病理 图 像 分 析 显 示 , 对 照 组 肾 小 球 结构 


明显 异常 改变 ,无 炎症 细胞 温润 ;糖尿 病 组 表现 出 明显 
得 肾 小 球体 积 增 大 , 系 膜 细胞 增多 ,基质 重度 增生 ,弥漫 
性 分 布 ,部 分 肾 小 球 大 量 炎 症 细胞 浸润 ,并 可 见 凤 小 管 
上 皮 细 胞 空 泡 状 变性 ;而 各 药物 治疗 组 与 DM 组 比较 ， 
肾 小 球体 积 成 小 , 系 腊 细 胞 数 咸 少 , 系 腊 基 质 轻 度 增生 , 雷 


完整 ,未 见 凤 小 球 肥大 , 肾 小 球 基底 腊 及 系 膜 基质 未 见 。 ” 公 腾 多 并 高 剂量 治疗 组 病变 改善 更 显著 。 见 表 2 及 图 1。 


表 2 各 组 大 鼠 肾脏 指数 .MGA、MGYVY 及 免疫 组 化 结果 比较 
Tab.2 Kidney weight/body weight MGA, MGYV, HIF-1a and ET-1 protein expression detected by immunohistochemistry 
in the renal tissue in each group (Mean+5D) 


Group Dose(mg/kg) n KW/BW(g/100 g) MGA(xl0hm) MGV(xlOWm) HIF-la gray value ET1 gray value 
Control - 10 0.337+0.034 5.447+0.290 5.030+0.406 216.18+8.89 218.47+4.46 
DM - 10 0.625+0.101" 8.030+0.638" 9.015+1.066" 190.02+5.80° 183.94+7.19" 
TW 8 10 0.543+0.070™ 7.147+0.514” 7.567+0.820™ 205.41+4.91™ 203.40+7.51™ 
16 11 0.460+0.066” 6.489+0.416"” 6.543+0.621™ 209.38+5.96” 211.15+5.67” 
Irbesartan 50 10 0.545+0.071™ 7.349+0.470” 7.887+0.748” 202.54+5.91™” 201.91+7.60™ 


P<0.05, "P<0.01 vs Control group; “P<0.05, ‘P<0.01 vs DM group. 
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图 1 各 组 大 鼠 肾 组 织 病理 形态 学 改变 

Fig.l Renal tissue pathology in each 
group (HE staining, original 
magnification: x400). A: Control group; B: 
DM group; C: Low-dose TG group; D: 
High-dose TG group; FE: Irbesartan group. 


2.3 各 组 大 所 HIF-la 及 ET-1 免 疫 组 化 表达 变化 治疗 组 HIF-1q 及 ET-1 表达 较 糖 尿 病 对 照 组 明显 减少 
对 照 组 大 鼠 肾 组 织 有 少量 HIF-1a 及 ET-1 表达 , 糖 。 (P<0.01) ,雷公 藤 多 苷 与 厄 贝 沙 坦 具 有 相似 的 效应 , 雷 

尿 病 组 大 鼠 HIF-1q 及 ET-1 表达 量 明 显 增加 ,主要 表达 ”公有 芯 多 并 高 剂量 组 效果 显著 (图 2.3 及 表 2)。 

在 肾 小 管 及 集合 管 上 皮 细 胞 胞 浆 , 肾 小 球 少量 表达 ,各 


” 5 
A "到 2 4 ~».B, ,> 
TREE 汪 
ps ke A | 
rc 图 2 免疫 组 化 法 检测 各 组 大 鼠 肾 组 织 


入 ”HIF-10 的 表达 

" 于 Fig.2 HIF-la expression in the kidney 

下 tissue in each group detected by 

immunohistochemistry (Original 

magnification: x200). A: Control group; B: 
7 DM group; C: Low-dose TG group; D: 

“0 High-dose TG group; E: Irbesartan group. 


&e < a 下 jn 
"a YN WS 


2.4 各 组 大 鼠 肾 组 织 HIF-1w ET1 mRNA 及 蛋白 表达 (P<0.01), 雷 公有 隘 多 芽 高 剂量 组 降低 显著 (图 4、5)。 
变化 2.5 各 组 大 和 所 指标 相关 性 分 析 

与 对 照 组 比较 ,糖尿病 组 HIF-1a、ET-1 mRNA 及 相关 性 分 析 显 示 HIF-10 与 ET1 mRNA 及 和 蛋白 表 
蛋白 表达 明显 升 高 (P<0.05 或 P<0.01); 与 糖尿 病 组 比 。 达旦 显著 直线 正 相 关 , 相 关系 数 分 别 为 r=0.939(P< 
较 ,各 治疗 组 HIF-1a.ET-1 mRNA 及 和 蛋白 表达 明显 降低 。 ”0.01),r=0.940(P<0.01),HIF-1a.ET-1 mRNA 及 蛋白 表 
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图 4 各 组 大 鼠 肾 组 织 HIF-1c 及 ET-1 mRNA 表达 情况 

Fig.4 HIF-la and ET-1 mRNA expression in the kidney tissue in each group. A: Control group; B: 
DM group; C: Low-dose TG group; D: High-dose TG group; E: Irbesartan group. "P<0.01 vs control 
group, "P<0.01 vs DM group. 


达 与 24Upro、KW/BW、MGA、MGV 时 显著 正 相 关 全 清楚 ,近年 来 研究 表明 许多 因素 涉及 DN 的 发 生机 
( 表 3)。 制 ,包括 蛋白 尿 、. 遗 传 ,种 族 、 细 胞 信号 转 导 异常 .炎症 反 
应 及 缺 氧 . 缺 血 等 。 

近年 来 ,有 研究 提出 "慢性 缺 氧 "是 慢性 肾脏 病 进展 
至 终 末 期 肾病 的 最 终 共同 通路 ""。 糖 尿 病 肾 病 是 糖尿 
病 表现 在 肾脏 局 部 的 微血管 病变 ,慢性 缺 氧 和 微血管 病 
变 在 进展 性 肾脏 疾病 中 的 重要 性 日 渐 受 到 重视 , 主要 集 
中 在 微血管 病变 和 小 管 间 质 慢性 缺 氧 损伤 及 纤维 化 的 
关系 上 ,微血管 内 皮 细 胞 的 损伤 和 修复 。HIF-1o 是 一 类 
介 导 缺 氧 适应 性 反应 的 转录 因子 ,能 激活 许多 缺 氧 反应 
性 基因 的 表达 ,ET-1 作 为 HIF-1a 重 要 和 靶 基 因 之 一 ,在 病 


3 讨论 

随 着 生活 水 平 提高 及 生活 方式 的 转变 ,中 国 2 型 糖 
尿 病 (type 2 diabetes mellitus, T2DM) 患 病 率 显著 上 
升 ,已 成 为 主要 的 公共 健康 问题 之 一 ”"。 糖 尿 病 肾 病 是 
糖尿 病 患 者 最 常见 而 严重 的 并 发 症 ,是 导致 终 末 期 肾病 
(ESRD) 的 主要 原因 ,近年 来 患 病 率 逐渐 上 升 。DN 的 
特点 为 凤 小 球 肥大 、 基 底 膜 增 厚 、 肾 小 球 滤 过 屏障 受 损 、 
肾 小 球 基质 增生 ,晚期 发 生 凤 小 球 硬化 、 肾 小 管 间 质 纤 


维 化 .进展 性 蛋白 尿 及 肾 衰竭 。 金 波 等 研究 资料 表明 本 
世纪 初 DN 在 同期 活检 溃 者 中 的 比例 绞 上 世纪 未 增 


理 状态 下 介 导 肾脏 损伤 的 途径 除了 其 具有 强大 的 血管 
收缩 作用 外 ,还 通过 参与 肾 小 管 上 皮 细 胞 转 分 化 促进 肾 


长 1.68 倍 ,DN 是 我 国 慢 性 肾脏 病 第 二 位 病因 ,也 是 导 
致 慢性 肾 豪 竭 的 常见 病因 。DN 的 具体 发 生机 制 尚 不 完 


间 质 纤维 化 ”"。 袁 明 霞 等 研究 发 现 , 糖 尿 病 肾病 大 鼠 肾 
组 织 HIF-1Q 表 达 上 调 , 糖 尿 病 肾 组 织 存 在 慢性 缺 氧 '。 
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图 5 各 组 大 鼠 肾 组 织 HIF-1o 及 ET-1 蛋白 表达 情况 


Fig.5 HIF-1a and ET-1 protein expression in the kidney tissue in each group. A: Control group; B: DM 
group; C: Low-dose TG group; D: High-dose TG group; E: Irbesartan group. "P<0.01 vs control group; 


“P<0.01 vs DM group. 


表 3 HIF-1q 及 ET-1 表达 与 24 h Upro.KW/BW、MGA、MGYV 
相关 性 分 析 

Tab.3 Correlation analysis of HIF-1a and ET-1 expression with 
24 h Upro, KW/ BW, MGA, MGV 


Index 24hUpro KW/BW MGA MGYV 

HIF-lamRNA I=0.974" 1=0.677" r=0.868"” r=0.870" 
ET-ImRNA I=0.966" I=0.667" 1=0.872° 1=0.871" 
HIF-1aprotein r=0.929" r=0.631" r=0.848” r=0.850" 
ET-1 protein r=0.926" I=0.487” r=0.790" r=0.798" 


P005, "P<001. 


Rosenberger 等 发 现 糖尿 病 肾病 大 鼠 早 期 即 出 现 局 部 缺 
氧 及 缺 氧 适应 性 反应 , 伴 有 HIF-1o 及 其 目的 基因 表达 
增加 己 ,从 而 促进 糖尿 病 肾 病 的 发 生发 展 。HIF-1la 在 
早期 糖尿 病 大 鼠 肾脏 中 表达 上 调 , 其 表达 变化 与 糖尿 病 
大 鼠 肾 脏 病 变 发 生发 展 相关 。 细 胞 凋 亡 也 参与 了 早期 
DN 的 发 生发 展 ,HIF-1c 可 诱导 细胞 凋 亡 增加 ,从 而 促进 
DN 的 发 展 轨 。 本 实验 通过 STZ 诱 导 糖 尿 病 大 鼠 ， Wn 
8 周 后 糖尿 病 组 大 鼠 血 糖 增高 , 尿 量 增加 , 尿 和 蛋白 定 

于 30 mg/24 h, 具 有 糖尿 病 肾 病 的 特征 ， 免疫 组 化 及 实 
时 奖 光 定量 PCR Western blot 检测 显示 肾 组 织 HIF-1u 
及 ET-1 表 达 增 加 ,HIF-1a 表 达 与 ET-1 表 达 呈 正 相 关 , 此 
外 ,HIF-1aq 及 ET-1 的 表达 与 肾 重 指数 、 肾 小 球体 积 、 肾 
小 球面 积 、 尿 蛋白 定量 呈正 相关 ,表明 早期 糖尿 病 肾病 
存在 缺 氧 ,HIF-1a 可 通过 调节 ET-1 的 表达 参与 糖尿 病 
肾病 的 病理 生理 过 程 。 


雷公 了 藤 是 我 国 的 一 种 传统 中 药 , 具 有 抗 炎 ,调节 免 
疫 的 作用 。 雷 公 茧 的 有 效 成 分 雷公 茧 多 苷 现 已 广泛 用 
于 治疗 原 发 性 骨 小 球 肾炎 及 免疫 相关 性 明 炎 ,疗效 确 
切 。 部 分 用 于 糖尿 病 肾 病 临 床 研究 证 实 其 特有 的 免疫 
抑制 及 抗 炎症 作用 可 持 抗 炎症 反应 在 糖尿 病 肾 病 发 生 
发 展 过 程 中 的 不 良 效应 ,雷公 胶 多 芽 能 够 有 效 降低 糖尿 
病 肾 病 患 者 尿 和 蛋白, 延缓 肾 功能 进展 ,疗效 优 于 ARB， 
且 不 良 反 应 少 , 耐 受 良好 ,是 治疗 DN 的 有 效 药物 ”。 同 
时 作者 研究 在 DN 发 展 过 程 中 ,血清 转化 生长 因子 -由 、 
Gremlin 促 进 肾 间 质 纤维 化 , 骨 形 态 发 生 和 蛋白 -7 可 抑制 
肾 间 质 纤 维 化 ,雷公 茧 多 苷 能 够 减少 尿 蛋 白 的 排泄 , 保 
护 肾 小 管 ,抑制 转化 生子 因子 -B1 .Gremlin 上 升 及 骨 形 
态 发 生 和 蛋白 -7 下 降 趋势, 改善 DN 患者 肾 间 质 纤维 化 "。 
动物 实验 证 实 雷公 茧 多 苷 能 减少 糖尿 病 吧 病 大 鼠 尿 和 蛋 
白 排泄 量 ,抑制 骨 脏 肥大 并 减轻 其 纤维 化 程度 ,明显 改 
善 肾 脏 功 能 …。 作 者 前 期 研究 发 现 ,雷公 蔷 多 并 对 糖尿 
病 肾 病 具有 保护 作用 与 改善 氧化 应 激 状 态 及 MCP-1 
的 表达 有 关 , 不 同 剂 量 雷 公 茧 多 并 对 糖尿 病 肯 病 的 干预 
效果 不 同 , 双 倍 剂量 的 雷公 蔷 多 苷 效果 更 显著 5。 本 研 
究 通 过 雷公 了 茧 多 苷 干预 糖尿 病 大 鼠 ,8 周 后 雷公 藤 多 苷 
干预 组 骨 组 织 HIF-1a 及 其 下 游 因子 ET1 表 达 降 低 , 平 
均 肾 小 球面 积 及 平均 崩 小 球体 积 、 肾 组 织 病 理学 改善 ， 
尿 蛋 白 定量 均 较 糖尿 病 组 明显 好 转 。 

综 上 所 述 ,雷公 膝 多 芽 对 糖尿 病 大 鼠 肾 脏 病 变 具 有 
保护 作用 ,部 分 作用 机 制 与 下 调 HIF-10 及 其 下 游 因 子 
ET-1 的 表达 有 关 , 为 雷公 蔷 多 苷 治疗 糖尿 病 皮 病 提供 理 
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